Insulin derivatives, processes for their preparation, their use and 
pharmaceutical compositions for the treatment of diabetes mellitus 



Patent number: 
Publication date: 
Inventor: 
Applicant: 

Classification: 

- international: 

- european: 
Application number: 
Priority number(s): 



EP01 32770 
1985-02-13 
GRAU ULRIGH DR 
HOECHSTAG (DE) 

C07K7/40; C12P21/04; C12P21/06; A61K37/26 
C07K14/62; C07K14/62A 
EP19840108442 19840718 
DE1 9833326472 19830722 



Also published as: 

US4701440(A1) 
JP60042397 (A) 
FI842914(A) 
ES8505646 (A) 
ES8504678 (A) 

more » 



Cited documents: 

EP0092280 
EP0045187 
US4029642 
EP0089007 
EP00 17938 



Abstract not available for EP01 32770 

Abstract of corresponding document: US4701440 
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biwefeher 

R 1 HoderH-Phe bedeutet, R 30 fur den Rest einer neutralen 
L-Amirtosaurc stent und R" fDrerne physioiogisch unbedenlc- 
liche organfeche Gruppe haslscben Charakters mil bis ai 50 
C-Atomen stent, gekennzetchnet durch einen isoelektrischen 
Punkt iwischen Sfi und 8,5. Verfahren zu deren Herstettung 
und deren Verwendung sowte dlese enthartende Mrttel zur 
Behandlung des Diabetes mellitus. 
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HOfcCHST AKXIpIfGKSELLSCHAFl . HOE 83/F 141 Dr.KS/nk 

Neue Insulin-Deri vat«, Verfahren zu Ceren Horstell'ung 
und deren Verwendung sowie pharroazeutische Hittel zur 
Behandj ung dss Dia betes roellitus _ 

5 Bei der Therapie des Diabetes raellitus werden heute im 
allgemeinen Zubereitungen des blutsuckersenkenden Horraons 
Insulin parenteral verabreicht. Die spezielle Natur des 
Insulin und dessen. Metabolisraus bringen es rait sich, da£ die 
Virkungsdauer einer einfachen LSsung nur sehr kurz ist, daB 

10 also zur anhaltenden Blutsuckerkontrolle beim Diabetiker 
entweder eine Dauer-Infusion nit Dosiergeraten , raehrfache 
t&glicbe Injektionen oder eine verzogert wirlcsane Insulin- 
zubereitung appliziert verden musscn. Als Verzogerungeprin- 
zipien sind dabei von besonderer Bedeutung solehe Zustands- 

15 formen des Insulins, die am Ort der Injektion scfcwerJoslach 
sind (z.B. kristallin oder aaorph) • Dazu zu recbnen sind 
beispielswsise Zink-Insulinkristalle cder Protamin-Insulin- 
. Krislalle, die wShrend ihrer langsa:»en KiedcrauflSsuns uber 
einen gewissen Zeitraum Insulin freisetzen. 

20 

Nun hat es sich bei der Therapie als aufierst hilfreich 
erwiesen, verschiedene Insulinpraparate sur YerfBgung zu 
haben, die in ihrer Wirkungscharakteristik den Bedurfnissen 
des einzelnen Patienten rcogiicfcst nahe koiamen. Im Zusannnen- 
25 hang itit nicht-optiiealer Einstellung werden neben unuiittel- 
baren Effekten vie Hyper- oder Hypoglykaraien insbesondere 
die diabetischen Spatkcnplikationen diskutiert, zu dencn 
Retinopathie, Neuropathie, Nephropathie , Mikro- und Makrioan 
giopathie .zahlen. 

30 

Der Insulinsangel beiia Diabetiker fiihrt da?u, daB der 
Korper sei-n naturliches horraonelles Gleichgewicht nieht 
. toehr errsichen kann. 

* 35 

BAD ORIGINAL 
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Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung eines Insulin- 
Derivates bzw. eines entsprechenden pharraazeutischen Mittels, 
.durch das man sich dem naturlichen horraonellen Gleiehgewicht 
in einera diabetischen Zustand besser ann&hern kann und 
5 wodurch dieses sich besser aufrechterhalten laBt als durch 
die Verabreichung von Insulin in den bisher Qblichen Formen. 

Diese Aufgabe v?ird nun erfindungsgeraaB gelost durch ein 
Oder mehrere Insulin-Derivatfe), dessen (deren) B-Kette in der 
10 C-terrainalen Region eine organische Gruppe basisehen Charak- 
ters tragt bzw. durch ein pharmazeutisches Mittel, das 
dadurch gekennzeichnet ist, dafi es dieses Insulin-Derivat 
als Wirkstoff enthalt. 

15 Insulin-Deri vate, die am C-terminalen Ende der B-Kette die 
Reste Arg-OH oder Arg-Arg-OH tragen wurden schon beschrieben. 
Bekanntlich entstehen diese Derivate bei der enzyraatischen 
Umwandlung von Proinsulin in Insulin in vivo als naturliche 
Zwischenprodukte und sind auch in kleinen Anteilen in 

20 Pankreasextrakten naehweisbar. Die genannten Reste v/erden 

norraalerwcise durch Trypsin und/oder Carboxypeptidase B oder 
Enzyme rait ahnlicher Spezifitat unter Freisetzung des 
nativen Insulins abgespalten. 

25 Die Erfindung betrifft Insulin- Derivate der Formel I, 
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in welcher 

R 1 H Oder H-Phe bedeutet, 
* R^ fur den Rest einer neutralen, genetisch codierbaren 
L-Aminosaure steht und 

5 R 31 fiir eine physiologisch unbedenkliche organische Gruppe 
basischen Charakters nit bis zu 50 C-Atomen steht, an 
deren Aufbau 0 bis 3 ot-Aminos3uren beteiligt sind und 
deren gegebenenfalls vorhandene endstandige Carboxy- 
funktion frei, als Ester funktion, als Aroidfunktion, 

JO- als Lacton oder zu CH 2 0H reduziert vorliegen 

kann, 

wobei, falls R 1 fur H-Phe steht, der C-Terminus -R^-R 31 
nicht -Thr-(Arg) m -0H, -Ala-( Arg^-OH oder -Ser-( Arg) ro -0H 
mit m=1 oder 2 bedeuten kann, 
15 gekennzeichnet durch einen isoelektrischen Punkt zwischen 
5,8 und 8,5, sowie deren physiologisch vertraglichen Salze. 

Unter R J wird insbesondere ein Rest der Formel -X n S 

verstanden, in welcher 
20 n =0,1,2 oder 3 ist, 

X fttr gleiche oder verschiedene Reste naturlich vorkoia- 

inender neutraler oder basischer L-Araino?auren, vorzugs- 
vreise basischer L-Aminosauren, insbesondere Arg, Lys 
His oder Orn und/oder der diesen entsprechenden 
25 D-Aminosauren steht und 

S * OH oder eine physiologisch vertragliche , die Carboxy- 
gruppe blockierende Gruppe bedeutet, die falls 
n=0 ist, einen positiv geladenen oder protonierbaren 
basischen Rest tragt oder, falls n>0 ist, einen 
30 solchen Rest tragen kann und worin der C-Terminus 

-X-S auch fur den Rest einer zum entsprechenden Alkohol 

reduzierten Aminosaure oder, im Falle n=2 oder 3 5 fur 
den Homoserinlacton-Rest stehen kann. 
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Bevorzugt sind InsyiiiwDerivate der For3j§J. I. iq velcher 
10 

B fur den Rest einer neutralen, genetisch kodierbaren 
• L-Aminosaure steht, 

a) R 1 H bedeutet und 

31 

5 R J a 1) eine physiologisch vertragl5che , die Carboxy- 

B 

gruppe blockierende Gruppe S , die einen posi- 

tiv geladenen oder protonierbaren basischen Rest 

tragt, bedeutet, 
a 2.1) fur X N -S B steht, worin X K 
10. den Rest einer naturlich vorkommenden neutralen 

L-Aminosaure Oder deren D-F-orm bedeutet, 
a 2.2) flir X B -S steht, worin X B den Rest einer 

natiirlich vorkommenden basischen L-Aminos§ure 

Oder deren D-Forw und S OH oder eine die Carboxy 
15 gruppe blockierende, gegebenenfalls einen 

positiv geladenen oder protonierbaren basischen 

Rest tragende Gruppe bedeuten, 
a 2.3) fur den Rest Y einer zum entsprechenden Alkohol 

reduzierten basischen Aminosaure X steht, 

20 

a 3-D fur — X -S steht, worin n=2 oder 3 ist, X die 
Reste X und/oder X° bedeutet und S, falls 
alle Reste X=X sind, nur S bedeuten kann, 

a 3.2) fur -X -Y steht, worin n=1 oder 2 ist, 
25 a 3-3) fttr -0T--Z, -X B -X N -Z, -X K -X B -Z oder 

-X B -X B -Z steht, 

worin Z=Y ist oder den Komoserinlacton-Rest 
bedeutet oder 

b) R 1 H-Phe bedeutet und 
30 R 31 

* b 1) wie unter a 1) definiert -ist , 

b 2J) wie unter a 2*1) definiert ist, 

b 2.2) Lys-OH, D-Lys-OH, D-Arg-OH, Hyl-OH, D-Hyl-OH, 

Orn-OH, D-Orn-OH, Cit-OH, D~Cit-OH, His-OH oder 
• * D-His-OH bedeutet, 

35 b 2.3) fur X B -S" steht, worin S 1 die Bedeutung von S 

roit Ausnahme der von OH hat, 
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b 2.4) wie unter : a 2.3) definiert ist, 
b 3.1) fur X-X'-OH oder -X'-X-OH steht, worin X' wie 
unter b 2.2) definiert ist, 

5 b 3.2). fur X 2 -S' steht, 

b 3.3) wie ynter a 3-D definiert ist, wobei n=3 ist, 
b 3.^) wie unter a 3.2) oder a 3.3) definiert ist. 

Insulin.-Derivate, die in Position B1 Phenylalanin tragen, 
10 sind besonders bevorzugt. Weiterhin sind solche bevorzugt, 
die in der Position B30 Ala, Thr oder Ser aufweisen. 

Me A-Kette und die Kette (B 2 - 29) der erfindungsgemaSen 
Verbindungen weisen zweckmafiigerweise die Sequenz des 
15 Hinder- oder Schweineinsulins, insbesondere aber die des 
Humaninsulins auf. 

Me Arainosaurereste X, X N und X B sowie die Reste Y und Z 
konnen unabhangig voneinander in der D- oder L-Konfiguration 
20 vorliegen. Bevorzugt ist jedoch die L-Konfiguration all 
dieser Reste. 

Genetisch kodierbar sind die folgenden L-Aminosauren : 
£ly, Ala, Sar, Thr, Val, Leu, lie, Asp, Asn, Glu, Gin, Cys, 
25 Met, Arg, Lys, His, Tyr, Phe, Trp, Pro (neutrale Amino- 
sauren unterstrichen) . 

Unter einer neutralen, naturlich vorkommenden Arainosaure 
verstebt man insbesondere Gly, Ala, Ser, Thr, Val, Leu, lie, 
30 Asn, Gin, Cys, Met, Tyr, Phe, Pro oder Hyp. Unter einer 
basisehen, naturlich vorkbmmenden Aminosaure versteht man 
insbesondere Arg, Lys, Hyl, Orn, Cit oder His. 

Unter Gruppen, die gegebenenfalls eine freie Carboxyfunktion 
35 am Oterminalen Ende der B-Kette in den -erfindungsgeraSBen 
Verbindungen bloekieren, versteht man vor allera Ester- und 
Amidgruppen, vorzugsweise (C bis C,)-Alkoxy, (C~ bis 
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C 6 )-Cye3c-all:yloxy 1 KH 2> (C 1 bis CgWUkyJainina , 
Di-(C 1 bis Cg.)-alkylarDino Oder basische Gruppen, wie 
Aiaino-(C 2 bis C & )-alkoxy, (C 1 bis C^-Alkylamino- 
(C 2 bis C 6 )-alkcxy, J)i-(C 1 bis Cj, ) -alkyl amino- (Cg 
5 bis Cg)-alkoxy, Tri-CCj bis C il )aroraonio-(C 2 bis Cg)- 
alkoxy, teino (C<, bis C^-alkylaroino , C (C 1 bis C^)- 
Alkylamiho J -(C 2 bis CgJ-alkyla&ino, £ Di-CCj-C^)- 
alkylamino -7-(C 2 -C^)-alkylamino Oder L Tri (C^ bis C^) - 
alkylamroonio 7-(C 2 bis Cg)-al^ylamino, insbesondere 
10' CH 2 ^ p -NR 2> -gr^CH 2 7 p -MR 3f tM-£ CH 2 J p -NR 2 

Oder -NH~/~ CH 2 7 rHRg, worin p = 2 bis 6 ist 
und R gleich oder verschieden ist und fur Wasserstoff 
Oder (C^ bis C^-Alkyl steht. 

15 In der Reihe der erfindungsgemaBen Insulin- Derivate seien 
beispielsveise die nachstehenden Verbindungen erwahnt, ohne 
die Erfindung auf diese zu beschranken: 

Des-Phe B1 -Schveineinsulin-Arg B31 -OH 
20 Des-Phe B1 -Huinaninsulin-Arg B31 -OH 

Des-Phe B1 -Schweineinsulin-Arg B31 -Arg B32 -OH 

Des^Phe B1 -HuiDaninsulin-Arg B3l -Arg B32 -OH 

5chweineinsulin~Arg B31 -0CH 3 

Humanisulin-Arg B31 -OCH 3 
25 Rinderinsulin-Arg B31 -OCH 3 

Schweineinsulin-Arg B31 -Arg B32 -OCH 3 

Humaninsulin-Arg B31 -Arg B32 -OCH 3 

Des-Thr B3O -Huraaninsulin~Val B30 -Arg B31 ~OH 

Des-Thr B30 -Humaninsulin-Val B30 -Ala B31 -Arg B32 -OH 
30 Humaninsulln-Lys B31 -OH 

Humaninsulin-D-Arg B31 -OH 

Huraaninsulin-D-Arg B31 -Arg B32 -OH 

Huroaninsulin-Arg B3 ! -D-Arg B32 -0H 
. Hur J aninsulin-Lys B31 -Arg B32 -OH 
35 Huaianinsulin-Arg B31 -Lys B32 -OH 
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•B31 

Humaninsulin- Argininol 
Humaninsulin- Val B31 -Arg B32 -OH 
Humaninsulin- Val B31 -Arg B32 -Arg 833 -0H 
Humaninsulin-Arg -* -Argininol 3 
Humahinsulin-Lys B31 -Arg B32 -Arg B33 OH 
Humaninsulin-Arg B31 -NH 




0 



Humaninsulin-Arg B31 -Arg B32 -NH- 



- go i 

Humaninsulin-Arg -NH^ 
Humaninsulin-Arg B31 -Arg B32 -NH ;> 

go 1 

Humaninsulin-Orn J -OH 
15 Humaninsulin- Leu 83 1 -Cit B32 -OH 
Humaninsulin- ( B30 ) -0CH 2 CH 2 -NH 2 
Humaninsulin- (B30)-KH-CH-CH ? -NH ;) 

1 Ml 6*6 

• Humaninsulin-Arg P3 '-0-CH 2 -CH 2 -NH 2 

I Humaninsulin-Arg 83 1 -CH 2 -CH 2 -N^CH 3 ) 2 
20 Humaninsulin- (B30)-O-CH 2 -CH 2 -.N^CH 3 ) 3 
Humaninsulin- (B30)-NH-CH 2 -CH 2 -N(CH 3 ^ 3 
Humaninsulin-Leu 831 -0-CH 2 -CH 2 -CH 2 - »(C 2 H 5 ) 3 

Humaninsulin-Trp E31 -Trp B32 -Trp B33 -NH(CH 2 ) 6 -Nr (CH^CHj ? 3 

25 Die Brfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung 
von Insulin- Derivaten der Formel I das dadurch gekennzeich- 
net ist, daft man 

a) ein Des-Octapeptid (B23-30)-Insulin der Formel II, 

30 
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in der R 1 Phe oder eine Bindung und S- eine ppptoqen- 
solvolytisch oder durch 6-Eiiroinierung abspaltbare Amino- 
• schutzgruppe wie den tert-Butyloxycarbonyl-(Boc) , den 
tert-Amyloxycarbonyl-(Aoc) oder den Methylsulfonylethyloxy- 
5 carbonyl-(Msc)-rest bedeuten, kondensiert mit einem Peptid 
der Formel III 

H-Gly~Phe-Phe-Tyr(S 2 )-Thr(S 2 )-Pro-Lys(S 3 )-R 30 ^R 31 (m) 

10- in welcher R 3 ° und R 31 die oben definierten Bedeutungen 
haben, S 2 fur Wasserstoff, Bzl oder Bu fc und S 3 fur 
eine Urethanschutzgruppe, wie Boc, Moc, Ftooc oder Z stehen, 
wobei in den Rest en R 30 und R 31 vorhandene frei C00H-, 
0H-, SH~, NH 2 -, Guanidino- und/oder Imidazol-Gruppen , 

15 falls erforderlich, in an sich bekannter Weise geschiitzt 
vcrliegen, und gegebenfalls vorhandene Schutzgruppen in an 
sich bekannter Weise abspaltet, 

b) ein Des-B3Q-Insulin der Formel I, in v/elcher R 1 fiir H 
20 oder H-Phe und der C-Terminus R 30 -R 31 zusammen fBr OH 

stehen, in Gegenwart von Trypsin oder einer trypsinahnlichen 
Ehdopeptidase umsetzt mit einer Verbindung der Formel IV 

H-R 3 °-R 31 (IV) 

2 5 

in der R 3 ° und R 31 die oben definierten Bedeutungen 
haben und worin vorhandene freie C00H-, 0H-, SH-, fo-HHg-, 
Guanidino- und/oder Imidazol-Funktionen, falls erforder- 
lich, in an sich bekannter Weise geschiitzt vorliegen und 
30 anschliefiend gegebenenfalls vorhandene Schutzgruppen in an 
sich bekannter Weise abspaltet, Oder 

o) zur Herstellung eines Insulin-Derivates mit L-konfigurierten 
Aminosaureresten in R 31 ein Proinsulin, Proinsulinanaloges 
35 oder Praproinsulinanaloges oder ein Intermediat dieser 
Verbindungen chemisch und/oder enzymatisch spaltet. 
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Bei der Verfahrensvariante a) setzt nan beispielsweise das 
K , N -Bis-Boc-Derivat eines Des-Octapeptid- (B23-30) 
Insulins analog der ira US-Patent 4 029 6*J2 beschriebenen 
Verf ahrensweise direkt mit einem Aquivalent einer Verbindung 
5 der Formel III urn, wobei als Kondensationsmittel Dicyclo- 
hexylcarbodiimid im geringen Unterschufi in Anwesenheit von 
1-Hydroxybenzotriazol dient. 

Da bei dieser Verfahrensvariante gewohnlich kein Schutz der 
10 Carboxylgruppen erforderlich ist, enfallt normalerweise 
auch die Schadigung des Insulin-Derivats sowohl bei der 
Veresterung als auch bei der alkalischen Verseifung. Mcht 
umgesetztes Des~Octapeptid und ein Peptid, das (lurch Konden- 
sation von IV an Asp^-OH entsteht , sind auf Grund der 
15 unterschiedlichen MolekulgroBe und Ladungszahl leicht durch 
Verteilungschroraatographie an Sephadex R -LH 20 oder durch 
Gelchchroraatographie an Sephadex®-G 75 oder G 50 superfine 
abtrennbar. 

20 Zur Abspaltung der tert-Butylschutzgruppen muB das Reaktions- 
produkt nur mat Trifluoressigsaure wahrend 30 - 60 Minuten 
bei.Raumtemperatur behandelt werden. Diese Reaktion schSdigt 
das Insulin- Deri vat nieht. Wahlt man als N-Schutzgruppe den 
Methylsuifonyletbyl-oxy-carbonylrest, so ist zur Abspaltung 

25 durch B-Eliminierung eine Alkalibehandlung notwendig. Die 
Reaktionsbedingungen sind so (z.B. 0,1 N NaOH, 0°C, 
5 sek), dafl das Insulin-Derivat nicht geschadigt wird. Das 
als Ausgangsprodukt verwendete N°^ A1 , N^-Bis-Boc-Des- 

B 23~30~ 0ctapeptid ~ Insulia vom Schwein stellt man beispiels- 
30 weise auf folgendem Wege her: 

Schweineinsulin wird in einer Mischung aus Dimethyl formamid , 

Dimethylsulfoxid und Hasser in Anwesenheit von N-Ethylroor- 

pholio rait uberschflssigen tert. -Butyl oxycarbonyl-N-hydroxy~ 

succinimidester umgesetzt. Dabei entsteht das zu erwartende 

35 rf*^*,' H £B2 ^-rris-Boc-lDsulin. 
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Man gibt nun zu d$r Losyng dieser Verbifidung in Dimethyl- 

formamjd und Tris- Puffer (pH 7,5) Trypsin in klainen 

Pcrtionen so lange zu, bis in der Elektrophorese kein 

Ausgangsprodukt mehr zu erkennen ist. Das K** A \ 

5 N aB1 -Bis-Boc-Des-B 00 OA -Octapeptid-Insulin wird durch 

23-30 K $ 
Verteilungschromatogrphie an Sephadex^ LH 20 gereinigt. 

Diese Verbindung wird nun roit einera Mol des Peptids der 
Formel III, das in an sich bekannter Heise nach den Hetboden 
10 der Peptidchemie hergestellt wird, 1 - 2 Mol 1-Hydroxybenzo- 
triazol und etwa 0,9 Mol Dicyclohexylcarbodiimid in Dimetbyl- 
formaraid bei etwa pH 7 - 8 zur Reaktion gebracht (vgl. Chem. 
Ber. 2£3 (1970), Seite 788). 

15 Das Rohprodukt wird durch Verteilungschromatographie gerei- 
nigt und durch Behandeln mit Trifluoressigsaure/Anisol- bei 
Raumtemperatur von den Schutzgruppen befreit. Nach Fallung 
mit Ether , isoelektrischer Fallung aus Wasser und Chromato- 
graphie an Sephadex®-G 75 Oder G 50 superfine ist die 

20 Verbindung elektrophoretisch rein und kann in bekannter 

Weise zur Kristallisation gebracht werden. Das so gewonnene 
Insulin-Derivat ist biologisch voll aktiv. 

B 1 

Des-Phe -Insuline als Ausgangsverbindungen fur die erfin- 
25 dungsgeraafcen Verfahren sind beispielsweise aus der DE-PS 
20 05 658 oder aus der EP-A- ^6 979 bekannt. 

Die bei der Verfahrensvariante b) als Ausgangsverbindungen 
verwendeten Des-B30-Insuline sind beispielsweise aus der 

30 EP-A-H6 979 Oder Hoppe-Seyler* s Z. Physiol. Chem. 359 (1978) 
799 bekannt. Das bei Variante b) verwendete Ausgangsmaterial 
der Formel IV wird in an sich bekannter Weise nach den 
Methoden der Peptidchemie hergestellt. Brauchbare Schutz- 
gruppen fur IV sind detailiert beschrieben bei M. Bodanzyky 

.35 et al., Peptide Synthesis, Ind. Ed. 1976, Wiley & Sons. 
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Das Des-B30-Insulin und die Verbindung der Formel IV werden 
in Analogic zu der im US-Patent H 320 196 beschriebenen 
Verfahrensweise in Gegenwart von Trypsin Oder einer trypsin- 
Shnlichen Endopeptidase in einera organisch-Wctfirigen Lose- 
. 5 mittel-System bei pH 5-9 bei und einer- Temperatur von 20 bis 
40°C miteinander kohdensiert. Das erhaltene Insulin- Derivat 
kann nach den gebrauchlichen Methoden der Peptidchemie 
isoliert werden. n 

10 Durch gentechnologische Methoden ist inzwischen huraanes 
oder Primaten-Proinsulin als Ausgangsraaterial fur die 
Verfahrensvariante c) zuganglich. Die Derivate Arg(B31) 
und Di-Arg(B3 1-32) sind daraus durch einfache Verdauung mit 
Trypsin oder trypsin-ahnlichen Enzyraen zuganglich. Daneben 

15 lassen sich aber auch relativ einfach Plasraide konstruieren , 
die durch Spaltung entsprechender Praproinsulinderivate zu 
neuen Insulinderiyaten fuhren, v;eil sie an Stelle der na- 
turlich an B31 oder B32 befindlichen Arginine fur andere 
neutrale oder basische Aminosauren codieren. 

20 

Die Herstellung von Proinsulin unter Anwendung der Rekorabi- 
nations-DNA-Methodologie erfordert die Bildung einer DNA- 
Sequenz, die fur die Aminosauresequenz eines Proinsulins 
codiert, was sich entweder durch Isolierung, Konstruktion 

25 oder eine Kombination aus beidem erreichen la£t. Die Proin- 
sulin-DNA wird dann in Lesephase in einen geeigneten 

Clonierungs- und Expressionstrager eingesetzt. Der Trager 
dient zur Transformierung eines geeigneten Mikroorganismus , 
und der hierbei erhaltene transformierte Mikroorganismus 

30 wird dann Fermentationsbedingungen unterzogen, die zur 

Bildung weiterer Kopien des proinsulingenhaltigen Vektors 
und zur Expression von Proinsulin, eines Proinsulinderivats 
oder eines Proinsulinvorlaufers (bzw* eines Praproinsulin- 
derivats) fuhren, 

35 

Handelt es sich beim Expressionsprodukt um einen Proinsulin- 
vorlaufer, dann enthalt ein solches Produkt im allgemeinen 
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die ProinsulinaminosSuresequenz, die an ihrep epdst&ndigen 
Aminogruppe an ein Bruchstuck eines Proteins gebunden ist, 
das normalerweise durch die Gensequen2 ausgedriickt wird, in 
welcher das Proinsulin Oder Proinsulinderivat eingesetzt 
5 worden ist. Die Proinsulinaminosauresequenz ist an das 
ProteinbruchstGck tiber eine spezifisch spaltbare Stelle 
gebunden, bei der es sich beispielsweise urn Methionin 
handelt. Die erhaltene ProirisulinaminosSuresequenz wird 
vom verschmolzenen Genprodukt, beispielsweise wie in der 
10 DE-A-32 32 036 beschrieben, abgespalten und das Proinsu- 
lin nach Reinigung isoliert. 

Die enzymatische Spaltung des auf diese Weise erhaltenen 
Proinsulins oder Proinsulinderivats erfolgt in Analogie 
15 zu der in Excerpta Medica International Congress Series 
No. 231, Seite 292 ff. oder der in der deutschen Patentan- 
meldung P 32 09 1 8^4 (HOE 82/F 047) beschriebenen Verfahrens- 
weise. 

20 Hit Hilfe der beschriebenen semisynthetischen Verfahren sind 

zusatzlich zu den bekannten Arginin (B30)- und Diarginin 

(B31~32)-Derivaten sowie jenen durch gent echnologische 

o i 

Methoden zuganglichen Derivaten, die in R J naturliche 

L-AminosSuren tragen, eine Reihe von neuen Insulin-Derivaten 

25 zug&nglich, die als Charakteristikum eine oder raehrere 

basische Gruppe und/oder die Abwesenheit der freien Carboxyl- 

gruppe aufweisen, so dafi die Nettoladung des Molekuls uin 

mindestens eine positive Ladung gegenuber nativem Insulin 

Bl 

oder gegenOber Des-Phe -Insulin zunimrat. 

30 

Dazu gehbren z.B. Derivate, die an Position B31 statt der 
naturlichen Aminosauren L-Lysin, L-Histidin oder L-Arginin 
deren D-Enantiomere oder gangige D- oder L-Aminosaureanaloge, 
die in der Seitenkette eine basische Gruppierung (z.B.Orni- 
35 thin, Hydroxylysin tragen, aufweisEn. Statt einer Aminosaure kann an 
Stelle der Position B31 beispielsweise die Cholinestergruppe 
treten, wodurch netto zwei Positivladungen gewonnen werden. 
Die Aminosaure oder das Aminosaureanalogon an Position B31 
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kann ein freies Carboxylende aufweisen oder mit einfachen 
Alkoholen (z.B. Methanol, Ethanol) verestert bzw. mit ein- 
fachen Stickstoffbasen (z.B. Aromoniak, mono-, di- Methylamin) 
araidiert sein; sie kann daneben 2.B. mit Cholin verestert 
5 sein. An Position B32 kann beispielsweise eirie neutrale oder 
auch eine weitere naturliche basische Aminos3ure oder eines 
der oben besehriebenen Aminosaurederivate folgen; in analoger 
Weise kann deren Carboxylgruppe frei oder verestert bzw. 
amidiert sein. Es kann beispielsweise auch hier die Cholin- 
10 estergruppe bzw* noch eirie weitere. neutrale oder basische 
Aminosaure bzw-. ein Arainosaureanalogon foigen. 

Allen diesen Insulinderivaten ist geraeinsam, daft die 
zusatzliche(n) , an der Oberflache des Molekuls befindliche(n) 

15 positive(n) Ladung(en) dem Molekul einen in den Neutralbe- 
reich hinein verschobenen isoelektrischen Punkt verleihen. 
Je nach Derivat werden isoelektrische Punkte von 5,8 bis 
8,5, insbesondere 6,2 bis 8,2 in der isoelektrischen 
Fokussierung gemessen. Damit sind die Derivate im Neutral- 

20 bereich weniger 15slich als natives Insulin oder Proinsulin, 
die ihren isoelektrischen Punkt und damit den Bereich 
maximaler Onloslichkeit bei pH=5,*J haben, v&hrend sie im 
Neutralbereich normalerweise gelost vorliegen. 

25 Die Loslichkeitseigenschaften von Insulin und Proinsulin 

lassen sich im Bereich oberhalb des isoelektrischen Punktes,. 
d.h. im therapeutisch besonders interessanten Neutralbereich, 
duroh Zugabe von Zinkionen beeinflussen. Zink wirkt dabei 
als Depotprinzip in der Weise, daB es den hexameren Zustand 

30 des Insulins sowie dessen Kristallisierungstendenz stabili- 
- siert. Im subkutanen Gewebe losen sich diese Aggregate 
wieder. 

Ein weiteres gelSufiges Depotprinzip ist die Kristallisation 
35 des Insulins oder Proinsulins als Koraplex. mit einem basischen 
Protein, z.B. Globin oder Protamin. 



- 14 - 



0132770 



Bei der Anwendung des ppoinsulins in Losupg pd§r in Yerbin- 
dung mit einera der beschriebenen Depotprinzipien bedarf es 
■eines weiteren proteolytischen Abbaus, um natives, voll 
wirksarnes Insulin freizusetzen . Intaktes Proinsulin bat nur 

5 etwa 1/8 der biologischen Wirksamkeit des Insulins, weil, 
so die Vorstellung, ein Teil der biologisch aktiven Ober- 
flachenregion , die Rezeptor-Bindungsregion , durch das im 
Proinsulin vorhandene C-Peptid maskiert ist. Als Proinsulin 
koramt allerdings fur die Diabetestherapie nur horaologes, 

10 also nur solches rcit menscblicher Sequenz, in Frage (vgl* 
z.B, DE-A1-32 32 036). Heterologes Proinsulin besitzt eine 
signifikante Imisunogenitat. Es ist in diesem Zusamraenhang 
bercerkenswert , da& auch humane Proinsuline Variationen ira 
C-Peptidteil aufweisen konnen. 

15 

Schweineinsulip-Arg B 3 1 0H und das entsprechendeDiarginin- 
Derivat weisen den Untersuchungen von Chance, Excerpta 
Hedica International Congress Series No, 231, Seite 292, 293 
zufolge nur 62 % bzw. 66 % der Aktivitat des nativen Seftwei- 
20. neinsulins auf» 

Oberraschenderweise wurde nun gefunden, daB Insulin-Arg - 
OH, Insulin-Arg B ^-Arg B ^ 2 -0H und andere Insulin-Deri- 
vate, deren B-Kette C-terminal eine organische Gruppe 
25 basischen Charakters tragi , im Unterschied zum Proinsulin 
eine etwa gleich hohe biologische Aktivitat wie natives 
Insulin auf weisen. 



Die Erfindung betrifft daher Arzneiraittel zur Behandlung des 
30 Diabetes mellitus aus einera pharmazeutisch unbedenklicben 
Trager und einera Wirkstoff, dadurch gekennzeichnet , daB es 
als Wirkstoff ein Insulin-Derivat rait einera isoelektrischen 
Punkt ^zwischen 5,8 und 8,5 und der Formel I, in welcher 
R 1 H oder H-Phe bedeutet, 
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R fUr den Rest einer neutraler., genetisch kodierbaren 
L-Aminosaure steht und 

31 

R • fur eine physiologisch unbedenkliche organische Gruppe 
basischen Charakters mit bis zu 50 C-Atomen steht, an 
5 deren Aufbau 0 bis 3 tf-Aminosauren beteiligt sind und 

deren gegebenenfalls vorhandene endstandige Carboxy- 
funktion frei, als Esterfunktion , als Amidfunktion, 
als Lacton oder zu CHgOH reduziert vorliegen 
kann, Oder eines seiner physiologisch vertraglichen 
10 Salze enthalt. 

Die erfindungsgeiaaBen Arzneimittel stellen weiterhin voll- 
koramen neue Verzogerungsprinzipien dar, die ohne Depot-Hilfs- 
stoffe, v;ie Zink oder Protaminsulfat , zur Wirkung gebracht 

15 werden konnen. Die Depotwirkung geht auf ein inharentes, 
proteinchemisch bedingtes, physikalisches* Prinzip, die 
Schwerloslichkeit des Insulin-Derivats an dessen isoelektri- 
I schem Punkt, zuruek. Seine Wiederauflosung unter physiolo- 
gischen Bedingungen wird moglicherweise durch Abspaltung der 

20 zusatzlichen basischen Grupp.en erreicht, die je nach Derivat 
durch tryptische oder trypsinahnliche und/oder Carboxypepti- 
dase B oder der Carboxypeptidase B ahnliche und/oder Esterase- 
Aktivitat- zustande kommt. Die jeveils abgespaltenen Gruppen 
sind entweder rein physiologische Metaboliten, wie Araino- 

25 sauren, Ornithin oder Cholin, oder aber leicht metabolisier- 
bare., physiologisch unbedenkliche Substanzen. 

Die Insulin-Derivate als Wirkstoffe dieser neuen Arznei- 
mittel sirid auch im Unterschied zu in der Literatur 
30 beschriebenen Intermediaten , die noch Teile des heterologen 
CfPeptids enthalt\en, nicht starker immunogen als das entspre- 
chende Insulin selbst.' 

Die obengenannten zu niedrigen Aktivitatswerte von Chance 
35 haben moglicherweise ihre Ursache in einer ungenugenden 
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Reinheit der untersuchten Fra^ktionen oder In einem systenia- 
tischen Meiifehler. Ihre Verwendbarkeit als Arzneimittelwirk- 
•stoffe wurden jedenfalls bisher (und vielleicht daher) 
noch .nicht erkannt. 

5 

Die erfindungsgemafcen Hittel enthalten als Wirkstoff eines 
Oder mehrere der neuen Insulin-Derivate der Formel I oder 
Insulin-Arg B31 -0H oder Insulin~Arg B31 -Arg B32 -OH. 

10" Sie weisen vorzugsweise einen pH-Wert zwischen 2,5 und 8,5 
auf, enthalten ;ein geeignetes Isotoniemittel , ein geeignetes- 
Konservierungsmittel und gegebenenfalls einen geeigneten 
Puffer fur einen pH-Bereieh zwischen 5,0 und 8,5. 

15 Eine typische Anwendungsforra der beschriebenen Deriyate 

stellen Praparationen dar, die unterhalb des isoelektrischen 
Punktes als Losungen in einem physiologisch unbedenklichen 
I Tr5ger vorliegen. Dabei kann der pH der Losung typischer- 
weise pH=5,0 betragen, liegt also deutlich hoher als der von 

20 sauren Altinsulinen ( typischerweise pH=3,0). Eine neutralerc 
Injektionslosung bietet u.U. deutliche Vorteile in Bezug auf 
deren Vertraglichkeit . 

Eine weitere typische Anwendungsform sind Suspensionen aus 
25 arnorphen oder kristallinen Niederschlagen der beschriebenen 
Derivate in einem physiologisch unbedenklichen Trager von 
etwa neutralem pR. 

Es ist aber auch m5glich, die in den Derivaten inharente 
30 Schwerloslichkeit im physioldgischen pH-Bereich durch 

zusatzliche Depotprinzipien, wie etwa durch Zugabe von Zink 
oder Protaminsulfat, -zu verstSrken /Die zugesetzte Zinkraenge 
kann dabei bis zu 100' Zn 2+ /100 Insulineinheiten, 
typischerweise etwa 50 ^jg Zn 2+ /100 Insulineinheiten, 
35 betragen. Die Prctaminmenge' kann zwischen 0,28 mg und 0,6 mg 
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pro 100 Binheiten betragen (bezogen auf Protarainsulf at ) . Auf 
diese Heise sind besonders lang virksame Praparationen 
herstellbar fur die es in Zunkunft breitere Anwendung ais 
bisher geben wird, nachdera gerade eine Basalmenge an Insulin' 
5 therapeutisch vorteilhaft erscheint. Dies ist schon jetzt 
eine Erkenntnis aus der Therapie mit InsulindosiergerSten • 

Als physiologisch unbedenkliohes und mit dera Insulinderivat 
vertragliehes Tragermediura eignet sich eine sterile w&Arige 

10 Losung 3 die zu Blut in der ublichen Weise, z.B. durch 
Glycerin, Kochsalz, Glucose, isotonisch geraacht wird und 
daneben ncch eines der gebrauchlichen Konservierungsmittel 
z.B. Phenol, rn-Kresol oder p-Hydroxybenzoesaureester , 
enthalt. Das Tragermedium kann zustatzlicb eine Puffer- 

15 eubstanz, z.B, Natriumacetat , -Natriumcitrat , Natriumphos- 
phat, enthalten. Zur Einstellung des pH werderi verdunnte 
Sauren (typischerweise HC1) bzv/. Laugen ( typischervjeise 
NaOH) verwendet. 

20 Die Insulin-Derivate konnen in den erfindungsgeraaBen Mitteln 
auch als Alkali- oder als Amnion iumsalze eingesetzt verden. 
Bin beliebiger Anteil eines oder mehrer Insulin-Derivate der 
Formel I oder ein Insuldn-Derivat der Forrael I kann in einer 
Mischung weiterer dieser Insulin-Derivate unabhangig vonein- 

25 ander jeweils in gelSster, amorpher und/oder kristalliner 
Form vorliegen. 

Es ist manchmal vorteilhaft, der erfindungsgeiaaSen Zuberei- 
tung eine geeignete Menge eines geeigneten Stabilisators zu- 
30 zusetzen,. der die Prazipitation von Protein bei thermi3ch- 
mechanischer Belastung bei Kontakt mit verschiedenen 
Materialien verhindert. Solche Stabilisatoren sind beispiels- 
weise aus der EP-A-l8609,der DE-A-32 40 177 oder aus der 
. WO-83/00288 bekannt. 
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2ci den erf indungsgeroafien Mitteln, <iie au§h der 
bekannten Verzogerungsprinzipien, wie etwa Protarainsulfat , 
• Globin oder Zink in geeigneten Mengen enthalten konnen, kann 
eir, solches Verzogerunsprinzip in Kombination mit dem 
5 gesamten Wirkstoffanteil oder mit Teilen davon oder einera 
oder mehrern Insulin-Derivaten der Formel I in einer Mischung 
angewandt werden. Ein Mittel kann verschiedene Insulin-Deri- 
vate der Formel I in Kombination mit mehreren verschiedenen 
verzogernd wirkenden Hilfsstoffen enthalten. 

10 

Kit den erfindungsgemafien therapeutischen Mitteln sind also 
offenkundig vielfaltige und sehr fein abstirambare Wirkungs- 
charakteristiken erzielbar; damit sollten nach den eingangs 
geroachten Beraerkungen Fortschritte insbesondere im Hinblick 
15 auf diabetische Spatkomplikationen verbunden sein, 

. Zur weiteren Erlauterung der Erfindung sollen die folgenden 
Beispiele dienen: 

20 Herstellungsbeispiel 1 : 

© 

Humaninsulin-CB30)-0-CH 2 -CH 2 -N(CH 3 ) 3 

5 g Schweineinsulin werden in *15 ml Dimethylformamid, 25 ml 
25 Dimethyl sulfoxid, 0,5 ml N-Ethylmorpholin und 2,5 ml Wasser 

gelost. Unter Ruhren gibt man bei Raumtemperatur 1,5 g 
tert-Butyloxycarbonyl-N-hydroxysuccinimid zu und laSt 

6 Stunden reagieren. Dann wird dtfreh Zugabe eines Tropfens 
Eisessig gestoppt, das Produkt mit Ether gefallt und ab- 

30 filtriert. Der Riickstand wird in. 350 ml Dimethylformamid 
gglost und mit 320 ml Tris-Puffer (0,05 M, 0,01 M an 
CaCl 2 , pH 7,5) verdunnt. Bei 36°C werden im Abstand 
von je 1 Stunde Portionen von 20 mg Trypsin zugegeben. 

35 Nach insgesamt 12 Zugaben stellt man mit Essigsaure auf pH 
4,5 und dampft die Losung ein, Di'e anschlieBende Reinigung 
tfes Materials an einer Sephade^-LR 20-Saule (8 x 200 cm) 
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nittels Verteilungschromatographie ira System n-Butanol-Eis- 
cssig-Vsisser (2:1:10) ergibt 3,25 g N** 1 , N** 131 - 
Bis~Boc-Dcs-B 23 _ 30 -Octapeptid-Insulin (Schwein) , das :n 
der sauren und basischen Elektrophoresa kein Ausgangsracte- 
5 rial ttfchr zeigt. Die Aminosaureanalyse der Substanz ist 
korrekl. l.'aeh einer probeweisen Ab3paltung der HOE -Gruppen 
ist keine Insulinaktivitat mehr zu finden. Dieses Material 
(3,25 g) vird in 30 ml Diraetbylformaraid zusammen rait 100 mg 
1-Hydroxybenzotriazol, 750 rag gCl'Gly-Phe-Phe-TyrCBu^-Thr- 
10 Pro-Lys(Boo)-Thr(Bu t )-OCH 2 CH 2 -N(CH 3 ) 3 -HCl und 0,5 ml 

H~Ethylmorpholin gelost, Dann gibt man bei Raumteraperatur 
120 rag Dicyclohexylcarbodiiraid zu und ruhrt die Reaktion 
24.Stunden, Der abgeschiedene Dicyclohexylharnstoff v/ird 
abfiltriert, das Produkt durch Etherzugabe gefallt. 

15 

Den Niederschlag filtriert man ab, wascht rait Ether und 
trocknet. Die Substanz wird durch Verteilungschroraatographie 
an Sephadex®-LH 20 ira obigen System vorgereinigt ♦ 2,6 g. 
Material aus dem Hauptpeak isoliert man durch Fallung rait 

20 Aceton/Ether ♦ Das getrocknete, noch ungeschutzte Derivat 
laflt man rait einem Gemisch aus 5 ml Trifluoressigsaure 
und 1 ml Anisol 60 Minuten bei Raumteniperatur reagieren. 
Aus der rait Eis geklihlten Losung fallt man anschliefcend 
die Rohsubstanz durch Zugabe von Ether. Den getrockneten 

25 Niederschlag Tost man in Wasser, prazipitiert mit wa&rigero 
Araraoniak und zentrifugiert . Die Reinigung des Produktes 
erfolgt in 10$iger Essigsaure uber Sephadex R -G 50 super- 
fine oder G 75* Aus den Fraktionen de^ gewunschten Peaks 
kann man das Humaninsulin-{B3C^0CH 2 CH 2 H(CH 3 ) 3 

30 durch Gefriertrocknung isolieren (Ausbeute nach Kristalli- 
sation: 1,2 g). Das so gewonnene Insulin-Derivat z^eigt im 
biologischen Test eine dem Huraaninsulin aquivalente Wirk- 
samkeit. ' ■ 

35 Die Herstellung des Oktapeptids der Forrael III erfolgt genaB 
foigendem Kondensationsschema nach ublichen Peptid-Konden- 
satiosmethoden: 

BAD ORIGINAL ' 
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Hcrr .t c 3 J urifisbe ispie ] 2 : 

Schweineinsulin-Arg B31 -Arg B32 -OH durch tryptische Ver- 
dauu ng aus Schweineproinsulin _ ^ _ , 

5 

350 mg Schweineproinsulin werden in 25 ml 0,1 M Tris-HCl- 
Puffer, pH=7,5 gelost. Zu dieser LBsung werden bei Raum- 
temperatur 500 yUg Trypsin zugesetzt, wobei innerhalb 
weniger* Stunden eine Trtibung auftritt.. Nach vollendeter 
-10 Reaktion wird abzentrifugiert , der Niederschlag sauer 

gelost und rait Hilfe von Acetatfolienelektrophorese oder 
HPLC analysiert. Hach erneuter Ausfallung und Waschen des 
Niederschlages wird dieser in an sich bekannter Weise auf- 
gearbeitet oder er wird an einera Kationenaustauscher rait 

15 0,05 M Acetat, pH^jO, rait einera Kochsalzgradienten bis 
0,5 M gereinigt. Die entspreehenden Fraktionen werden 
vereinigt und ausgefallt. Nach Waschen und Urakri stall isa- 
tion werden 104 mg nach Aminosaureanalyse identifiziertes 
und nach HPLC und isoelektrischer Fokussierung als 

20 einheitlich charakterisiertes Schweineinsulin-Arg D -Arg 
B32 -OH isoliert. 

In analoger Weise wire aus derc entsprechenden, in Position 
B31 modifizierten Schweineproinsulin das Insulin-Derivat 
25 Schweineinsulin-Lys B3 1 -Arg B32 -0H erhalten . 
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5 Insulin-Are. B ^ 1 -Arg B 3 2 -0I! vora Schvein {hcirgestellt durch 
tryptische Verdauung aus Proinsulin vora Schwein) in sohwacb 
saurer, p v eloster rorauJ ierang niit 40 I.E. pro ml und deren 
Depot-V/irksainkeit : 

10 Han lost in einera Gesamtvoluraen von 10 ml Wasser 
B^l B32 

Insulin- Arg u -Arg ° -OH vom Schwein 14,8 mg 

(27 I.E./mg) 

Traubcnzucker (Monohydrat) krist. 540,0 mg 

p~Hydroxybenzoesauremethylester 10,0 mg 

15 

Der pH-Wert wird durch Zugabe von 1 N HC1 bzw. 1 H Ma OH auf 
pB = 4,5 eingestellt. 

Eine solche Losung zeigt bei einer Dosierung von 0,4 I.E. /kg 
am Kanincben eine ausgepragte Depot-Wirksamkeil. Die Flache 
20 unter der Blutzuckerkurve ist gleich v/ie die eines Standard- 
praparates init 40 I.E. /ml. 

Beispiej 2 : 



25 Huinaninsulin-(B30)-Chlolinester, hergestellt durch- Semi- 
synthese aus" Schweineinsulin, in neutraler Forraulierung niit 
40 I.E. pro ml und deren Depot-Wirksamkeit : 

Man lost in einera Gesamtvolumen von 10 ml Nasser 

30 

Humaninsulin-(B30)-Cholinester 14,3 mg 

(28 I.E/mg) 

Natriuradihydrogenphosphat-dihydrat 21,0 mg 

ra-Kresol 27,0 mg 

35 Glycerin 160,0 mg 

Der pH-Wert wird durch Zugabe von 1H HC1 bzw. 1 N HaOB auf 
i'-H =7,3 eingestellt, 

Eine solche Suspension zeigt bei einer Dosierung von 

0,4 I.E. /kg am Kanincben eine ausgepragte Depot-Wirks*n«!;eit. 
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Beispiel 3: 



Humaninsulin-Arg- B31 -0H hergestellt aus Sohweineinsulin 
durch Semisynthese, in Form einer kristallinen NPH-Zuberei- 
5 tung mit 40 I.E. /ml und deren stark verzSgerte Wirkung': 

Man lost in einem Gesamt-Volumen von 10 ml mit Wasser: 

Humaninsulin-Arg- B31 -OH jjj 5 mg 
10 (27,5 I.E./mg> 

Protaminsulfat 1,3 mg 

Natriumdihydrogenphosphat-dihydrat . 21,0 mg 

m - Kreso1 15,' 0 mg 

Pheno1 6,0 mg 

15 G1 y ce ^n 160)0mg 

Der pH-Wert wird duroh Zugabe von 1 N' HC1 bzw. 1 N NaOH auf 
I pH = 7,3 eingestellt. 

20 Eine solche Kristallsuspension zeigt bei einer Dosierung von 
0,*» I.E. /kg am Kaninchen eine stark verzogerte Wirkung. 

Beispiel 4: 

25 Misehung von Humaninsulin-Arg- B31 -OH und Humaninsulin- 
Arg- 3 -Arg 3 -OH, beide hergestellt durch 
Semisynthese aus Schweineinsulin, in Form einer zinkhaltigen 
Suspension mit 40 I.E./ml und deren stark verzogerte Wirkung: 

30 Han lost in einem Gesamt-Volumen von 10 ml mit Wasser: 

Humaninsulin-Arg- B31 -bH 

(«. 5 .,.../m) • . ■ 7)3 m 

Humaninsulin-Arg-*^ -Arg Bd2 -0H 

35 (27,0 I.E. /nig) ' 7 a M 

f » 4 mg 
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Zinkchlorid, wasserfrei 0,46 mg 

Katriumacetat 1**i0 mg 

p-Hydroxybenzoesauremethylester . 10,0 .mg 

Kochsalz 8o » 0 m S 

5 

De~ pH-Wert wird durch Zugabe von 1 N HC1 bzw. 1 W NaOH auf 
pH = 7,0 eingestellt- • 

Eine solche Suspension zeigt bei einer Dosierung von 0,4 
10 I.E. /kg am Kaninchen eine stark verzogerte Wirkung. 



Beispiel 5: 

Humaninsulin-Arg- B31 -Lys B32 -OCH 3 hergestellt durch 
15 Semisynthese aus Schweineinsulin, in Form einer sehwach 
sauren, gelbsten Zubereitung mit 100 I.E./ral und deren 
verzogerte Wirkung: 

mit Wasser: 

37,0 mg 
14,0 mg 
10,0 mg 
80,0 mg 

Durch Zugabe von 1 N HC1 bzw. 1 N NaOH wird pH = 6,0 ein- 
gestellt . 

30 Eine solche Losung zeigt am Kaninchen* eine verzogerte 
Wirkung. 



Man ISst in einem Gesamt-Volumen von 10 ml 

20 

Humaninsulin-Arg- B31 -Lys B32 -OCB 3 

(27,0 I.E./mg) 

Natriumacetat 

p-Hydroxybenzoesauremethyl ester 
25 Kochsalz - 
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Beispiel 6: ( 

Humaninsulin-Arg- B31 -OH, hergestellt dureh tryptische 
Spaltung aus Primaten-Praproinsulin bakteriellen Ursprungs, ' 

5 in Form von NPH-Kristallen, in Mischung mit Humaninsulin- 
Arg- -Arg 3 -OH, hergestellt durch tryptisehe Spaltung 

• aus Primaten-Praproinsulin bakteriellen Orsprungs: 

Man lost in einem Gesamt-Volumen von 10 ml mit Wasser: 

10 

Humaninsulin- Arg~ B31 -0H 
(27,5 I.E./mg) 

Humaninsulin- Arg- B31 -Arg B32 -0H 
(27,0 I.E./mg) 
15 Protaminsulfat 

Natriumdihydrogensul fat-2-Hydrat 
m-Cresol 
Phenol 
Glycerin 

20 

Der pH wird durch Zugabe von 1 N NaOH bzw. 1 N HC1 auf 
pH = 7,2 eingestellt. 



11,1 mg 

3,7 mg 
1,0 mg 
21,0 mg 
15,0 mg 
6,0 mg 
160,0 mg 



Diese Suspension zeigt am Kaninchen (0, ^ I.E. /kg) eine stark 
25 verzogerte Wirkung. 
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Patentan8PrPehe: • 
1. Insulin- Derivat der Formel I, 



A1 


r s S-, 




A21 




01 y 


A-Kette 




Asn 


-OH 
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S 
1 
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1 

S 
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B2 
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1 




B29 


- Val 


B-Kette 









(I) 



U3°.r31 



in v/elcher 
15 R 1 H Oder H-Phe bedeutet, 

R 30 fur den Rest einer neutralen, genetisch kodierbaren 
L-Azninosaure steht und 

31 

R - * fttr eine physiologisch unbedenkliche organische Gruppe 
basischen Charakters mit bis zu 50 C-Atomen steht, an 
20 deren Aufbau 0 bis 3 <*-Aminosauren beteiligt sind und 

deren gegebenenfalls vorhandene endstandige Carboxy- 
funktion frei, als Esterfunktion, als Amidfunktion , 
als Lacton Oder zu CHgOH reduziert vorliegen kann, 
" wobei, falls R 1 Hir H-Phe steht, der C-Terminus -R 3 °-R 31 
25 nicht -Thr-(Arg) m ~0H, -Ala-(Arg) ra -0H oder -Ser-UrgJ^-OH 
mit bj=1 oder 2 bedeuten kann, 

gekennzeichnet durch einen isoelektrischen Punkt zwischen 
5,8 und 8,5, oder dessen physiologisch vertraglichen Salze. 

30 2. Insulin-Derivat der Formel I gemaB Anspruch 1, dadurch 
. gekennzeichnet, dafi 

R J fur einen Rest der Formel -X Q S steht, in welchem 

n r 0, 1,2 oder 3 ist, 
35 X flir gleiche oder verschiedene fieste naturlich vorkom- 
mender neutraler oder basischer L-AminosSuren und/ 
cder der diesen entsprechenden D-Aminosauren steht und 
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S OH oder eine physiologisch vertragliche, die. Carboxy- 
gruppe blockierende Gruppe bedeutet, die falls 
n=0 ist', einen positiv geladenen oder protonierbaren 
• basischen Rest tragt oder, falls n>0 ist, einen 
5 solchen Rest tragen kann und worin der OTerminus 

-X-S auch fur den Rest einer zuro entsprechenden Alkohol 

reduzierten Aminosaure oder, im Falle n=2 oder 3, fur 
den Horaoserinlacton-Rest stehen kann, 

10 3- Insulin-Derivat der Formel I, in-welcher 

R^° fur den Rest einer neutralen, genetisch kodierbaren 

L-Aminosaure steht, 

a) R^ H bedeutet und 

15 R a 1) eine physiologisch vertragliche, die Carboxy- 

gruppe blockierende Gruppe S , die einen posi- 

. tiv geladenen oder protonierbaren basischen Rest 

' tragt, bedeutet, 

a 2.1) fur X N -S B steht, worin X N 

20 den Rest einer naturlich vorkommenden neutralen 

L-Aminosaure oder deren D-Form bedeutet, 

a 2.2) fur X B -S steht, worin X B den Rest einer 

naturlich vorkommenden basischen L-Aminosaure 

Oder deren D-Form und S OH oder eine die Carboxy- 

25 gruppe blockierende, gegebenenfalis einen 

positiv geladenen oder protonierbaren basischen 

Rest tragende Gruppe bedeuten, 

a 2.3) fur den Rest Y einer zum entsprechenden Alkohol 

B 

reduzierten basischen Aminosaure X steht, 

30 

a 3.1) fUr -X -S steht, worin n=2 oder 3 ist, X die 
Reste X" und/oder.X D bedeutet und S, falls 
; alle Reste X=X sind, nur S bedeuten kann, 
.■ a 3.2) fur -X -Y steht, worin n=1 oder 2 ist, 

35 * a 3.3) fur -X B -Z, -X B -X N -Z , -X N -X B -Z oder 

B B 

-X -X -Z steht, wo'rin Z=Y ist oder den 
Horaoserinlacton-Rest bedeutet oder 
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b) R 1 H-Phe bedeutet und 

b 1) wie unter a 1) definiert ist, 
b 2.1) wie unter a 2.1) definiert ist, 
b 2.2) Lys-OH, D-Lys-OH, D-Arg-OH, Hyl-OH, D-Hyl-OH, 
5 Orn-OH, D-Orn-OH, Cit-OH, D-Cit-OH, His-OH Oder 

D-His-OH bedeutet, 
b 2.3) fur X B -S l steht, worin S 1 die Bedeutung von S 

mit Ausnahme der von OH hat, 
b 2.4) wie unter a 2.3) definiert ist, 
0 b 3.1) fOr X-X f -OH oder -X'-X-OH steht, worin X» wie 

unter b 2.2) definiert ist, 

b 3-2) fttr X 2 -S« steht, . 

b 3.3) wie unter a 3.1) definiert ist, wobei n=3 ist, 
15 b 3.4) wie unter a 3-2) Oder a 3-3) definiert ist, 

Oder dessen physiologisch vertraglichen Salze. 

4. Insulin-Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafi R 1 fur H-Phe steht. 

20 

5. Insulin-Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dafi R 30 fur Ala, Thr oder Ser 
steht. 

25 6. Insulin-Deri vat nach einem der AnsprQche 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die A-Kette und die Kette 
(B2-29) die Sequenz des Humaninsulins aufweisen. 

7. Insulin- Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 

N B 

30 ■ gekennzeichnet, dafi die Aminosaurereste X, X und X 

sowie die Reste Y und Z in der L-Konfiguration vorliegen. 

8. Insulin-Derivat nach einem der Anspruche 2 bis 7 i dadurch 
gekennzeichnet, dafi S bzw. S 1 fGr (C 1 bis C 5 )-Alkoxy, 

35 (C 3 bis C 6 )-Cyoloalkyloxy, NH 2 > (C 1 bis C 6 )~ 
Alkylamino, Di-Cdj bis C 6 )-alkylamino, 



HOE 83/PJ41 

- 29 - 0132770 

» 

Amino-(C 2 bis CgJ-alkoxy, '(C.j bis C^)- 
.Alkylaraino-(C 2 bis C 6 )-alkoxy, Di-(C-, bis C^)- 
alkylamino-(C 2 bis C 6 )-alkoxy f Tri-(C 1 bis C^)- 
ammonio-(C 2 bis C 6 )-alkoxy f Amino- (C 2 bis C & )~ 
alkylamino, C (C 1 bis C i} )-Alkyl amino .7-(C 2 bis Cg)- 
alkylamino, £Di-(C, bis C^-alkylamino J-(C 2 bis Cg)- 
alkylaraino Oder £ Tri-{C^ bis C^alkylammonio 7~(C 2 
bis C & ) -alkylamino steht und S B eine der acht letztge- 
nannten Bedeutungen hat. 

9. Verfahren zur Herstellung eines Insulin-Derivats der 
Formel I gemaB einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet , dafi man 

a) ein Des-Octapeptid (B 23-30) -Insulin der Formel II, 



s 1 - 



A1 

Gly 



?-S- 



1ZL 



A-Kette 



A21 
Asn 



-OH 



B2 



S 1 -!* 1 - Val 



i r 

s 

I 



T 

s 



(II) 



B22 



B-Kette 



Arg 



-OH 



in der R 1 Pfte Oder eine Bindung und S 1 eine protonen- 
solvolytisch oder durch B-Eliminierung abspaltbare Araino- 
schutzgruppe wie den tert-Butyloxycarbonyl-(Boc) , den 
tert-Amyloxycarbonyl-(Aoc) Oder den Methylsulfonylethyloxy- 
carbonyl-(Msc)-Rest bedeuten, kondensiert mit einem Peptid 
der Formel III 



H-Gly-Pbe-Phe-Tyr(S 2 )-Thr(S 2 )-Pro-Lys(S 3 )-R 30 -R 31 



(III) 



in welcher R 30 und R 31 die in den AnsprUchen 1 und 2 
definierten Bedeutungen haben, S 2 fiir Wasserstoff , Bzl 
Oder Bu fc und S 3 fur eine Urethanschutzgruppe, wie Boc, 
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Moc, Fmoc oder 2 stehen, wobei in den Resten R 3 ° und 
R-> vorhandene freieCOOH-, 0H-, SH-, NH 2 -, Guanidino- 
und/oder Imidazol-Gruppen, falls erforderlich, in an sich 
bekannter Weise geschtitzt vorliegen und gegebenfalls vor- " 
5 handene Schutzgruppen in an sich bekannter Weise abspaltet, 

• b) ein Des-B30- Insulin der Formel I, in welcher R 1 fQr R 
oder H-Phe und der C-Terminus R 3 °-R 31 zusammen fur OH 
stehen, in Gegenwart von Trypsin Oder einer trypsinahn-- 
10 lichen Endopeptidase umsetzt mit_einer Verbindung der 
Formel IV 

H-R 30 -R 31 (IV) 

15 in der R 30 und R 31 die in den Anspriichen 1 bis 3 defi- 

nierten Bedeutungen haben und worin vorhandene freie C00H-, 
f 0H-, SH-, to~NH 2 -i Guanidino- und/oder Imidazol-Funktionen, 
I falls erforderlich 3 in an sich bekannter Weise geschutzt 
vorliegen und anschliefiend gegebenenfalls vorhandene 
20 Schutzgruppen in an sich bekannter Weise abspaltet, Oder " 

c) zur Herstellung eines Insulin-Derivates gemafi Anspruch 7 
ein Proinsulin, Proinsulinderivat , Praproinsulinderivat 
Oder ein Intermediat dieser Verbindungen chemisch und/oder 
25 enzymatiseh spaltet, und die nach a)-c) erhaltenen Verbindungen 
gegebenenfalls in ihre physiologisch vertraglichen Salze uberfiihrt. 

10. Insulin-Derivat gemafi einem der Anspriiche 1 bis 8 zur 
Verwendung als Heilmittel. 

11. Arzneimittel enthaltend ein Insulin-Derivat gemafi einem 
30 .der Anspruche 1- bis 8. m 

12. Arzneimittel aus einem pharmazeutisch unbedenklichen Tra- 
ger und einem Wirkstoff,* dadurch gekennzeichne.t, dafi es 
als. Wirkstoff ein Insulin- Derivat mit einem isoelektrischen 

35 Punkt zwisohen 5,8 und 8,5 und der Formel I, in welcher 
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R 1 H Oder H-Phe bedeutet^ 

R^ fur den Rest einer neutralen, genetisch kodierbaren 
L-Aminosaure steht und 

R^ 1 fiir eine physiologisch unbedenkliche organische 
5 Gruppe basischen Charakters mit bis zu 50 C-Atomen 

steht, an deren Aufbau 0 bis 3 o(-Aminosauren beteiligt 
sind und deren gegebenenfalls vorhandene endstSndige 
Carboxyfunktion fre.i, als Esterfunktion, als Amidfunk- 
tion, als Lacton oder zu CHgOH reduziert vorliegen 
10 kann, oder eines seiner physiologisch vertraglichen 

Salze enthalt. 

13. Mittel gemafl Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet , daB es 
als Wirkstoff Insulin-B31-Arg-0H oder Insulin-B31-Arg--Arg- 
OH enth&lt. 

15 

14. Mittel gemaB Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB dieses einen pH-Wert zwischen 2,5 und 8,5 aufweist, 
ein geeignetes Isotonie-Mittel und ein geeignetes Konser- 
vierungsmittel enthait und daB das Insulin-Derivat der 

20 Formel I gelost und/oder in Suspension vorliegt. 

15. Mittel gemaB einem der AnsprUche 12 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB dieses einen geeigneten Puffer enthalt 
und der pH-Wert zwischen 4,0 und 8,5 liegt. 

25 

16. Mittel gemaB einera der Anspriiche 12 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daB dieses zwischen 0 und 100 ^ug 
Zink/100 I.D. enthait. 

3017. Mittel gemaB einem der Anspriiche 12 bis 16, dadurch 

gekennzeichnet, dafi das Peptid der Formel I in Form eines 
Alkalisalzes oder des Ammoniumsalzes vorliegt. 

m 

18. Mittel gemaB einem der AnsprUche 12 bis 17, dadurch 
35 gekennzeichnet, daB ein beliebiger Anteil eiries oder 
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mehrerer Insulin-Derivate der Formel I oder ein Insulin 
-Derivat der Formel I in einer Mischung weiterer dieser 
Insulin-Derivate unabhangig voneinander jeweils in ge- 
loster, amorpher und/oder fcristalliner Form vorliegen. 

5 

19. Mittel gemaB einem der Anspriiche 12 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet , dafl dieses eine geeignete Menge eines 
Hilfsraittels mit verzogernder Wirkung enthalt. 

10 20. Mittel gemaB Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB 

dieses Verzogerungsprinzip in Kombination mit dem gesamten 
Wirkstoffanteil oder mit Teilen davon oder einem oder 
mehreren Insulin-Derivaten der Formel I in einer Mischung 
angewandt wird. 

15 

21. Mittel gemaB einem der Anspriiche 12 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet, daB es verschiedene Insulin-Derivate der 
Formel I in Kombination mit mehreren verschiedenen ver- 
zogernd wirkenden Hilfstoffen enthalt. 

20 

22. Verfahren zur Herstellung eines Mittels gemaB Anspruch 11 
oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Insulin- 
Derivat der Formel I in eine geeignete Darreichungsform 
bringt. 

25 

23. Verwendung eines Insulin-Derivats gemaB einem der Anspriiche 
1 bis 8 oder eines Mittels gemaB einem der Anspriiche 11 
bis 21 zur Behandlung des Diabetes mellitus. 



. 1 - 0132770 

Patentansprtiche fUr den Vertragsstaat AT : HOE 83/P im 

1. Verfahren zur Herstellung eines Insulin-Derivats der 
Porael I 



5 




A1 


r s S-, 


A21 






H- 


Gly 


A-Kette 


Asn 


-OH 








I I 

S S 
1 l 

s s 






10 


R 1 - 


B2 


1 1 




B29 




Val- 


B-Kette 







(I) 



I in welcher 

15 R 1 H oder H-Phe bedeutet, 

R 30 fur den Rest einer neutralen, genetisch kodierbaren 

L-Aminosaure steht und 
R 31 fiir eine physiologisch unbedenkliche organische Gruppe 
basischen Charakters mit bis zu 50 C-Atomen steht, an 
20 deren Aufbau 0 bis 3 a-AminosSuren betelligt sind und 

deren gegebenenf alls vorhandene endst&ndige Carboxy- 
funktion frei, als Esterfunktion, als Amidfunktion, 
-als Lactcn oder zu CHgOH reduziert vorliegen kann, 
wobei, falls R 1 fur H-Phe steht, der C-Terminus -R 30 -R 31 
25 nicht -Thr(Arg) m .0H, -AlaUrg^-OH oder -Ser-Urg^-OH 
mit m = 1 oder 2 bedeuten kann ; mit einera isoelektrischen 
Punkt zwisehen 5,8 und 8,5 oder dessen physiologisch ver- 
trSglichen Salzen, dadurch gekennzeichnet, daB man 
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a) ein De's-Octapeptid (B 23-30) -Insulin der Formel II, 
Insulin-Derlvat der Formel I, 



10 



15 



20 



25 



3P 



35 



S 1 - 



At 






A21 


Gly 


A-Kette 


Asn 


B2 


I 

J 
I 

£ 


I 

? 

> S 

| B22 


1_ 


Val 


B-Kette 


Arg 



-OH 



(II) 



-OH 



in der Phe oder eine BIndung und 3* eine protonen- 
solvolytisch oder durcli B-Eliminierung abspaltbare Ami- 
noschutzgruppe wie den tert-Butyloxycarbonyl-(Boc), den 
tert-Aroyloxycarbonyl-(Aoc) oder den Methylsulf onyl- 
ethyloxycarbonyl-(Msc)-Rest bedeuten, kondensiert mit 
elneia Peptid der Pormel III 

H-Gly-Phe-Ehe-Tyr(S 2 )-Thr(S 2 )-Pro-Lys(S 3 )-R 30 -R 31 (III) 

in weleher R 3 ° oder R 31 die obigen Bedeutungen haben, 
S 2 fiir Wasserstoff 3 Bzl oder Bu t und S 3 fur eine Ure- 
thanschutzgruppe 3 wie Boc 3 Moc, Fmoc oder Z stehen, wo- 
bei in den Res ten 

R 30 

und R 31 vorhandene freie C00H-, 
0H-, SH-, NHg-, Guanidino und/oder Iiaidazol-Gruppen, 
falls erforderlich, in an sich bekannter Weise ge- 
schiitzt vorliegen und gegebenenfalls vorhandene Schutz- 
gruppen in an sieh bekannter Weise abspaltet, oder 

b) ein Des-B30-Insulin der Formel I, in wlecher R 1 far H 
oder H-Phe und der C-Terminus R 30 -E 31 zusammen fur OH 
stehen, in Gegenwart von Trypsin oder einer trysinahn- 
lichen Endopeptidase umsetzt mit einer Verbindung der 
Pormel IV 

H-R 30 -R 31 (IV) 
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in der R 30 und R 31 die In den Anspruchen 1 bis 3 defi- 
nierten Bedeutungen haben und worin vorhandene freie 
C00H-, 0H-, SH-, «-NH 2 _, Guanidino- und/oder Imidazol- 
Punktionen, falls erf orderlich, in' an sich bekannter 
Weise gesehfltzt vorliegen und anschliefiend gegebenen- 
falls vorhandene Schutzgruppen in an sich bekannter 
Weise abspaltet, und die nach a) oder b) erhaltenen 
Verbindungen gegebenenfalls in ihre physiologiseh ver- 
trSglichen Salze flberfUhrt. 

* 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi 
man ein Insulin-Derlvat der Formel I herstellt, in 

' welcher 

15 R31 HiP einen Rest der Formel ^ st eht, in welchem 
n - 0, 1, 2 oder 3 1st, 

X filr gleiche oder verschiedene Reste natUrlich vor- 
kommender neutraler oder basischer L-Aminosauren 
und/oder der diesen entsprechenden D-AminosSuren 
20 steht und . 

S OH oder eine physiologiseh vertrSgliche, die Carb- 
oxygruppe blockierende Gruppe bedeutet, die falls 
n=0 1st, einen positiv geladenen oder protonier- 
25 baren basischen Rest trSgt oder, falls n> 0 1st, 

einen solchen Rest tragen kann und worin der C- 
Tenninus 

-X-S auch ftir den Rest einer zum entsprechenden Alkohol 
reduzierten AminosSure oder, im Falle n = 2 oder 3, 
30 rQr <*en Homoserinlacton-Rest stehen kann, 

3. Verfahren zur Herstellung eines Insulin-Derivats der 
Formel I ; in welcher 

35 r3 ° * fUr den R est einer neutralen, genetisch kodier- 
baren L-Aminosaure steht, 
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a) R 1 H hedeutet und 

R^ 1 a 1) eine physiologisch vertrSgliche, die Carboxy- 

gruppe blockierende Gruppe S B , die einen posi- • 
• tiv geladenen oder protonierbaren basis chen 
Rest tragt, bedeutet, 

a 2.1) fttr X N -S B steht, worin X N 

den Rest einer natttrlich vorkommenden neutralen 
L-AminosSure oder deren D~Form bedeutet, 

a 2.2) fttr X B -S steht, worin X B den Rest einer natttr- 
lich vorkommenden basischen L-Amino3&ure oder 
deren D-Form und S OH oder eine die Carboxy- 
gruppe blockierende, gegebenenf alls einen posi- 
tiv geladenen oder protonierbaren basischen 
Rest tragende Gruppe bedeuten, 

a 2.3) fur den Rest Y einer entsprechenden Alkohol re- 
duzierten basischen AminosSure X D steht, 

a 3.1) fur -X -s steht, worin n - 2 oder 3 ist, X die 
Reste X s und/oder X B bedeutet und S, falls alle 
Reste X=N N sind, nur S B bedeuten kann, 
a 3-2) fur -X -Y steht, worin n - 1 oder 2 ist, 
a 3.3) fttr -X B -Z, -X B -X N -Z, -S N -S B -Z oder -X B -X B -Z 

steht, worin Z*=Y ist oder den Homoserinlacton- 
Rest bedeutet oder 

b) R 1 H-Phe bedeutet und 
Rj 1 b 1) wie unter a 1) definiert ist, 
b 2) wie unter a 2.1) definiert ist, 
b 2.2) Lys-OH, D-Lys-OH, D-Arg-OH, Hyl-OH, D-Hyl-OH, 

Orn-OH, D-Orn-OH, Cit-OH, D*-Cit-OH, His-OH oder 
D-Bis-OH bedeutet, 
b 2.3) fttr X B ~S f steht, worin S x die Bedeutung von S 

mit Ausnahme der von OH hat, 
b 2.4) wie unter a 2.3) definiert ist, 
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b 3.1) fur X-X'-OH oder -X'-X-OH steht, worin X 1 wie 

unter b 2.2) definiert 1st, 
b 3.2) fur X 2 -S f steht, 

b 3*3) wie unter a 3-D definiert ist, wobei n = 3 ist, 
5 b 3. 4) wie unter a 3-2) Oder a 3.3) definiert ist, 

oder dessen physiologisch vertr^gliehen Salzen, 
dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) ein Des-Octapeptid (B 23-30 )-Insulin der Pormel II, 
10 Insulin-Derlvat der Pormel I, 



s 1 - 
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A21 
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A-Kette 


Asn 


B2 


I 

S 
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| B22 
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-B-Kette 


Arg 



-OH 
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20 in der R 1 Phe oder eine Bindung und S 1 eine protonen- 

solvolytisch oder durch 6-Eliminierung abspaltbare Ami- 
nos chutzgruppe wie den tert-Butyloxycarbonyl-(Boc) , den 
tert-Amyloxycarbonyl-(Aoc) oder den Methylsulf onyl- 
ethyloxycarbonyl-(Msc)-Rest bedeuten, kondensiert mit 

25 einem Peptid der Pormel III, in welcher 

R 30 oder R 31 die obigen Bedeutungen haben, S 2 fur 
Wasserstoff , Bzl oder Bu* und S 3 ftir eine Urethan- 
schutzgruppe, wie Boc, Moc, Fmoc oder Z stehen 5 wo- 
bei in den Resten R 30 und R 31 vorhandene freie C00H-, 

30 SH- > NH^-, Guanidino und/oder Imidasol-Gruppen, 

* falls erf.orderlich, in an sich bekannter Weise ge- 
schUtzt vorliegen und gegebenenfalls vorhandene Schutz- 
gruppen in an sich bekannter Weise abspaltet, oder 
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b) ein Des-B3Q-Insulin der Pormel I, in wlecher R l fiir H 
Oder H-Phe und der C-Terminus R^-R^ 1 zusammen fur OH 
stehen, In Gegejiwart von Trypsin Oder einer trysinahn- 
lichen Endopeptidase umsetzt mit einer Verbindung der 
5 Pormel IV, in der R^° und R^ 1 die in den Anspruchen 1 

bis 3 def inierten Bedeutungen haben und worin vorhande- 
ne freie COOH-, QH-, 3H-, w-NH 2 -, Guanidino- und/oder 
Imidazol-Punktionen, falls erforderlich, in an sich be- 
kannter Weise geschUtzt vorliegen und anschlieSend ge- 
10 gebenenf alls vorhandene Schutzgruppen in an* sich 
bekannter Weise abspaltet, und die nach a) oder b) 
erhaltenen Verbindungen gegebenenfalls in ihre physio- 
•logisch vertr&glichen Salze uberfuhrt. 

15 M. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeiehnet , dafi man ein Insulin-Derlvat der Pormel I 
herstellt, in der R 1 fiir H-Phe steht. 

5* Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge- 
20 kennzeichnet, da& man ein Insulin-Derivat der Pormel I 
herstellt, in der R^° fur Ala, Thr oder Ser steht. 

6, Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS man ein Insulin-Derlvat der Pormel I 
25 herstellt, in der die A-Xette und die Kette (B2-29) die 
Sequenz des Humaninsulins aufweisen. 

7- Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, da& man ein Insulin-Deri vat der Pormel I 
30 herstellt, in der die AminosSurereste, X, X** und 

X B sowie die Reste Y und Z in der L-Konf iguration vor- 
liegen. 
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8. Verfahren zur Herstellung eines Insulin-Derivats der 
Fopmel I, in der die AminosSurereste, X, X N , X B , Y und Z 
definiert sind wie in Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, da& man ein Proinsulin, Proinsulinderivat, Prfip- 
roinsulinderivat oder ein Interraediat dieser Verbin- 

5 dungen chemisch und/oder enzymatisch spaltet und gege- 
benenfalls in physiologisch vertrSgliche Salze tiber- 
ftthrt. 

9, Insulin-Derivat nach Anspruch 27 dadurch gekennzeichnet, 
10 dafi S bzw. S' tilv (C x bis C 6 )-Alkoxy, (C 3 bis c 6 )_ 

Cycloalkyloxy, NH g3 ( Cl bis C 6 )-Alkylamino, Di-fC^ bis 
Cg)-alkylamino, Amino-(C 2 bis Cg)-alkoxy, (Cj bis C^)- 
Alkylamino-(C 2 bis C g )-alkoxy, Di-^ bis C^J-alkyl- 
amino-(C 2 bis C 6 )-alkoxy, Tri-^ bis C 4 )-ammonio-(C 2 
15 bis C 6 )-alkoxy, Amino-(C 2 bis C 6 )-alkylamino, [(Cj bis 
C^)-Alkylamino]-(C 2 bis Cg)-alkylamino, [Di-^ bis 
C 4 )~alkylamino]-(C 2 bis CgJ-alkylamino oder [Tri-CCj 
bis C^)alkylammonio]-(C 2 bis C 6 )-alkylamino steht und 
S B eine der acht letzgenannten Bedeutungen hat, 

20 

10. Verfahren zur Herstellung eines Insulin-Derivats gem&S 
einem der Ansprttche 1 bis 9 zur Verwendung als Heil- 
mitt el. 

25 11« Verfahren zur Herstellung eines Insulin-Derivats gemSfi 
einem der Ansprttche 1 bis 9 zur Verwendung als Heil- 
mittel bei der Behandlung des Diabetes mellitus. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Arzheiaiittels aus einem 
30 pharmazeutisch unbedenklichen Tr&ger und einem Insulin- 
Derivat mit einem isoelektrischen Punkt zwischen 5,8 und 
.8,5 und der Pormel I, in welcher 

. R 1 H oder H-Phe bedeutet, 
35 R 30 ftlr den Rest elner neutralen, genetisch kodierbaren 
L-Aminos&ure steht und 



R ftir eine physiologisch unbedenklictie organische 

Gruppe basischen Charakters mit bis zu 50-C-Atomen 
steht, an deren Aufbau 0 bis 3 a-Aminosauren be- 
teiligt sind und deren gegebenenf alls vorhandene 
endstandige Carboxyfunktlon frei, als Esterfunk- 
tion, als Amidfunktion, als Lacton oder zu CHgOH 
reduziert vorliegen kann, oder eines seiner physio- 
logisch vertrSglichen Salze als Wirkstoff , dadurch 
gekennzeichnet, daB man diese in eine geeignete 
Darreichungsfora bringt. 

Verfahren gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet , daB 
man ein Mitt el herstellt, das als Wirkstoff Insulin-B31- 
Arg-OH oder Insulin-B31-Arg-Arg-0B enthalt. 

Verfahren gem&B Anspruch 12 oder 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man ein Mittel herstellt, welches einen 
pH-Wert zwischen 2,5 und 8,5 aufweist, ein geeignetes 
Isotonie-Mittel und ein geeignetes Konservierungsmittel 
enthalt und worin Irtsulin-Derivat der Pormel I gelSst 
und/oder in Suspension vorliegt. 

Verfahren gemaB einem der Ansprttche 12 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, welches 
einen geeigne ten Puffer enthalt und dessen pH-Wert 
z wis chen 4,0 und 8,5 liegt. 

Verfahren gemSB einem der Ansprttche 12 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, welches 
zwischen 0 und 100 |ig Zink/100 1.0. enthalt. 

Verfahren gemSB. einem der Ansprttche 12 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, worin das 
Peptid der Formel I in Form eines Alkalisalzes oder des 
Ammoniumsalzes vorliegt • 
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18. Verfahren gemaB einem der Anspruche 12 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, daB man ein Mittel herstellt, worin ein 
beliebiger Anteil eines oder mehrerer Insulin-Derivate 
der Formel I oder ein Insulin-Derivat der Formel I in 

5 einer Mischung weiterer dieser Insulin-Derivate unab- 
.hSngig voneinander jeweils in geloster, amorpher und/ 
oder kristalliner Form vorliegen. 

19. Verfahren gemaB einem der Anspruche 12 bis 18, dadurch 
10 gekennzeichnet, daB man ein Mittel hersteirt, welches 

eine geeignete Menge eines Hilf sraittels mlt verzogern- 
der Wirkung enthait. 

20. Verfahren gemaB Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, 
15 daB dieses Verzogerungsprinzip in Kombinatiori mit dem 

gesamten Wlrkstoff anteil oder mit Teilen davon oder 
einem oder mehreren Insulin-Derivaten der ?ormel I In 
einer Mischung angewandt wird. 

20 21 • Verfahren gemaB einem der Ansprtlche 12 bis 30, dadurch 
gekennzeichnet, daB es verschiedene Insulin-Derivate 
der Formel I in Korabination mit mehreren verschiedenen 
verzSgernd wirkenden Hilfsstoffen enthait. 



25 
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